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魚 谷 知 佳
白血球の 血 管内皮 へ の 粘着 は t 動脈硬化症や 血 栓症 の 進展 に 関与 して い る と 考え られ る . ガ ラ ス ビ ー ズ管を 用い た , 白
血 球粘着能の 定量的測定法を考案 し , 各種条件下で の 粘着能 の 変化 を検討 した . 健常 者 よ り ヘ パ リ ン 採血 し , 直ち に ガ ラ ス
ビ ー ズ管 に 0.3血 ず つ 注入 後 , 37 ℃に て 酵置 した . 生理 的食塩水0.3ml で0.01ml/秒の 速度で管内血液 を洗 い 出 した も の を 検
体と し , 自動血 球測定装置で白血球数を算定 した . 解 置前の 白血球数を A , 一 定時間僻置後の 白血球数 を B と し, 白血 球粘着
率(A-B)/Axl OO %)を 算出する と と もに , ギ ム ザ 染色 , エ ス テ ラ ー ゼ ニ 垂染色 に て 粘着 した 白血 球分画を調べ た . 白血 球粘着
率は僻置後経時的 に 増加 し , 約60分後 に 一 定値 (40.7 ±3.4%)に 達 した . 各自血 球分画 の 粘着率は , 単球 , 好 中球 , 好酸球 ,
リ ン パ 球 の 順 に 高値 を示 した . ま た , カ ル シ ウ ム 括抗剤や解糖系阻害剤の 添加 で 白血 球粘着率は著明 に 抑制さ れ , 白血 球粘着
に カ ル シ ウ ム や 解糖糸 エ ネ ル ギ ー が 必要 で ある こ とが 示 唆 され た . ヘ パ リ ン 血 か ら比重遠心法に よ り分離 し, 燐酸緩衝生理食
塩水(pho sphate-buffer ed salin e, P B S)で 洗浄 した 好中球も同様に 粘着能を有 し , 白血 球粘着に は , 血 小板や 血 紫成分の 存在 が
不 可 欠で は な い こ と が 示唆 され た . 走査型電子顕微鏡 で も , 好中球が 直接ガ ラ ス 面上 に 偽足状突起を出 した り , 広 が る よう に
変形 して 粘着 して い る 様子が観察 され た . 健常 者 に 少量 の ア ス ピ リ ン (1 日 40m g), ト ロ ン ボ キ サ ン A2(thr o mbo xa n eA2,
TxA2) 合成酵素阻害剤である C V-41 51 を 1 日 100m g, TxA2 受容体括抗剤で ある AA-2414 を 1 日20m g, 各 々 経 口 投与 し ,
投与前後の 白血球粘着率を測定 した と こ ろ , い ず れ の 薬剤 でも投与後 の 白血 球粘着率 ほ有意 に 低下を 示 した . ま た , 健 常対象
者 よ り採取 した 血 液を 試験管内凝固させ た 後の 血 清中 ト ロ ン ボ キ サ ン B2(thr o mbo x a n eB2, TxB2) 濃度を TxA2産生能の 指標と
し , 血 梁 中6- ケ ト プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Fla (6-keto-Pr OStagla ndin Flα, 6-keto-P G Flα) 濃 度を プ ロ ス タ サ イ ク リ ン
(pro sta cyclin, P GI2) 産 生能の 指標と して 測定 した と こ ろ , 少量 ア ス ピ リ ン 投与群 で ほ TxA2産 生能 が投与後 に 著 明 に 低下 した
の に 対 し , PGI2 産生能の 低下は軽度であ っ た . TxA2 合成酵素阻害剤投与群でも TxA2産生能ほ 有意に 低下 したが , P GI2産生
能は個体差 が大きく t 全体 と して は増加傾向が認め られ た . こ れ らの 結果 よ り , ア ラ キ ド ン 酸 代謝産物 の う ち , 少 なく と も
TxA2 に は白血 球粘着能冗進作用 の ある こ とが 示 唆 され , 本法は試験管内でも白血球粘着率の 簡易測定方法と して 有用 で あ っ
た .
Key w o rds leuko cyte ad hesio n, Platelet, atherosclerosi , a Spirin, thro mbo x an e A2
血栓症 の 発現磯序と して , 血 管壁 の 異常 , 血 流状態の 異常 ,
血液 凝固性 の 冗進の 三 点が 古くか ら指摘 されて い るが , こ れ ら
の 異常に 血球成分の 作用が強く影響 して い る こ と が 報告 され て
い る . こ の う ち1824年 , 初め て Dutr o chet
l)が顕微鏡下 の 観察で
白血球が 血管内皮 に 粘着す る現象を報告 して 以来 , 白血 球が 動
脈硬化や 血栓症 の 進展 に 重要な役割を果た して い る こ と が 明 ら
かに され て きた . 動物実験 で は 高 コ レ ス テ ロ ー ル 食を 負荷 し続
ける と , 白血球 , 特 に 単球 の 血 管内皮 へ の 粘着 が 先進す る
2} こ
とや , 粘着 した好中球内の 額粒か ら放出 される蛋白分解酵素や
活性酵素 が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン な どの 蛋白を 分解 し, さ ら に 血 管
内皮を障害す る
3) こ とが 報告 され て い る . 臨床的に も , 狭 心 症
患者の 冠動脈内皮下に 単球や マ ク ロ フ ァ ー ジが浸潤 し, さ らに
腺質を 貯留 した 泡沫細胞 とい う形態 に変化する
巾 こ と や , 脳血
管障害慢性期の 患者 で は , 白血 球の 血 管内皮 へ の 粘着能 が克進
して い る引 な ど , 動脈硬化 の 発症 と白血球 と の 関連 を裏付け る
平成 5年11月 2 日受付, 平成 5年12月16日受理
A breviations : C D, Clu ster determin a,nt; E D T A,
報告が 数多く見 られ , 白血 球数 の 増加が動脈硬化性疾患の 危険
因子 の 一 つ 6)と も 考え ら れ る よ う に な っ て き て い る . ま た
Ros sは ∴動脈硬化ほ 血 管内皮, 平滑筋細胞 と , 血 小板 , 白血球
(単球)と の 相互 作用 に よ り進展す る とい う仮説
7) を 提唱 して い
る が , こ の うち 血 小板と白血球ほ そ れ ぞれ 異な る性質を有する
反面 , 各種蛋白酵素の 放出反応の 他, ア ラ キ ド ン 酸代謝産物の
産隻, 粘着 , 凝集作用を有す る点な どの 共通 した 作用 も有 して
い る. これ ら の う ち主 に 血 小板 , 白血 球で産生 され る ト ロ ン ボ
キ サ ン A2(thr o mbo x a n eA2, TxA2)と 白血球粘着能 と の 関連に
注月 し , TxA2 の 白血 球粘着能 に 及ぼす影響を検討す る こ と を
目的に , 白血 球粘着能 の 定量的測定法を考案 した . 現在 に 至る
ま で の 試験管内で の 白血 球粘着能測定方法は , マ イ ク ロ プ レ ー
ト(micr oplate) 法
8)
, 毛細 管(c apilla rytube) 法9), ナ イ ロ ン フ ァ
イ パ ー カ ラ ム (nylo nfiber c olu m n) 法川 な ど , 粘着す る対象が異
物面であ る場合と , 血管切片標本や培養血管内皮細胞である場
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合の 二 つ に 大別され る . 異物面 へ の 白血 球粘着を , そ の まま 生
体内で の 血 管内皮 へ の 粘着の モ デ ル と して考 え る こ と に は異論
の ある と こ ろと 思わ れ る が , 培 養 内皮細胞と ナ イ ロ ン フ ァ イ
バ ー へ の 白血 球粘着能を比較 し, 種 々 の 条件下や薬物刺激 で ,
両群の 粘着能 が ほぼ同様の 結果を示 した と する報告
Il)があ り ,
簡易で 標準化 しや す い 方法と して 異物面 へ の 白血球粘着能を検
討す る こ と は l 意義 の ある こ と と思 われ る ･
著者ほ ガ ラ ス ビ ー ズ管を 用 い て 白血球粘着能の 定量測定を行
ない , 次 い で ア ス ピ リ ン , TxA2合成阻害 札 TxA2受容体括抗
剤を健常者 に 経 口 投与する こ とに よ り , 白血球粘着能に 対す る
TxA2 の 影響 に つ い て 検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 白血 球粘着能の定量的測定方法
1 . 全血 に お け る白血球粘着能の 検討
健常者15例 よ り ヘ パ リ ン 加採血 (1 0u/ml) し, 直 ち に 0･3ml
ず つ ガ ラ ス ビ ー ズ管 内に 注入後 , 37 ℃で 肺置 した ･ ガ ラ ス ビ
ー
ズ管(医学書院機械, 東京)ほ , 従来 の 血 小板粘着能測定用の も
の で , 長 さ 1 5c m , 内径 2m m の ビ ニ ー ル チ ュ ー ブ 内に , 直径
0.3～ 0.4m m の ガ ラ ス ビ
ー ズが 0.5g 充填さ れて い る. 一 定 時
間酵置後 , 経時的に 生理 的食塩水 0.3ml に て , 1 0秒間か けて 管
内血 液を洗 い だ した も の を 検体 と し, 自動 血 球数測定装置
(Coulter Co u nter Model Sjr, Co ulter Electro nic sLtd, Luto n,
Engla nd)で白血 球数を算定 した . 粁 置前 の 白血 球数を A , 鰐置
後の 白血 球数を B と し, 白血 球粘着率を以下に示す数式で 算出
し , 各検体に つ き三 回ず つ 測定 して そ の 平均値を測定値と した
(図1).
白血 球粘着率 =(A - B)/A xlO(%)
貯置前と90分棺置後の 検体 で塗沫標本を作成 し , ギ ム ザ 染
色, エ ス テ ラ ー ゼ ニ 重染色に て , 粘着 した 白血球分画を検討 し
そ の 粘着能を比較 した . また , 上記 の 測定条件の う ち 以下に 示
す条件 を変化 させ , 白血球粘着能の 変化 を検討 した ･
1) 階置時間に よ る変化
健常者15例を 対象 に37 ℃で の 貯置時間を10分か ら90分ま で 変
化させ , 経 時的な白血 球粘着率 の 変化を測定 した ･
2) ヘ パ リ ン 濃度 に よ る変化
健常者 5例よ り採 血 し, さま ぎま の 量 の ヘ パ リ ン を加 えて そ
の 血 中 ヘ パ リ ン 濃度を , 5u/ml,1 0u/ml, 50u/ml,100u/ml と変
化 させ , 階置後60分の 白血球粘着率を測定 した ･
3) 桁置温度に よ る変化
健常者 5例 よ り ヘ パ リ ン 採血 (10u/ml) し, 棺置温度を , 4
℃ , 23 ℃, 37 ℃, 45 ℃ と変化させ , 貯置後60分の 白血 球粘着率
を測定 した .
4) 洗い 出 し速度に よ る変化
健常者5例 に て 僻置後60分 の 白血 球粘着率 を測定する搾乳 生
理的食塩水 0.3ml を, そ れぞれ 3秒から30秒 かけ て洗い 出 した
場合 と , 一 息 に強く洗い 出 した場合 とを 比較 した ･
5) カ ル シ ウ ム イ オ ン (Ca2 +) 濃度に よ る変化
キ レ ー ト剤で ある エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢 酸(ethyle ndiamin ete-
tr aa c etic a cid, E DT A) (和光, 大阪)を 1mg/ml の 濃度で 添加
し, 貯置後60分の 白血 球粘着率を測定 した . 次に , ヘ パ リ ン 血
に 塩化 カ ル シ ウ ム 溶液を 加え , 血 液検体の Ca
2+濃度 を 過剰状
態(4～ 40m g/ml) に し , 同様に 粘着率を比較 した .
6) フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム (s odiu mflu o ride, NaF) 添加に よる変
化
健常者 5例よ り採血 した ヘ パ リ ン 血 (1 0u/mI) に , 解糖 系阻
害作用 を持 つ NaF(和光, 大阪)を 5 ～ 20mg/ml添加 し, 膵置
後90分の 白血 球粘着率を比較 した .
以上 の 基礎的実験忙 よ り白血 球粘着憶測定法に 至適す る条件
を決定 し, 次 の 段階の 実験 へ 進 んだ .
2 . 分離洗浄好中球に おける粘着能の 検討
1) 好中球の 分離方法(比重遠心法)
1 3×100m m の プ ラ ス チ ッ ク 遠心 管に フ ァ イ コ ル ハ イ パ ー ク
(Fic oll,Hypaque) 混合溶液(大日本製薬 , 大阪) を 3. 5ml 分取
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し, 健常者 より採血 した ヘ パ リ ン 血 (10u/ml)を 6血 ず つ 静か
に 重層 した . 室温で遠 心 分離器 に い れ , 2000 回転で30分間遠心
後 , パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で好 中球層を試験管に 移す. 燐酸硬衛
生理食塩水(pho sphate-buffered s alin e, P B S) を 加 え 室温 で
1500 回転で10分間遠 心 し, 上 清を 除去す る洗浄操作 を 2 回繰 り
返 した 後 j P B Sに再浮遊 させ , 白血 球数を 4000～ 8000/m m3に
調 整 した . 分離 した細胞 の 好中球比率ほ94.5 士5. 9% で , リ ン
パ 球, 単球の 混入率 ほ2.9 ±3.7%で あ っ た .
2) 粘着能測定
上記 の 方法で 健常者10例よ り採取 した 好中球浮遊液を検体と
して , 全血 に よ る白血 球粘着能測定法と同様 の 方法 で37 ℃での
貯 置に お ける経時的な好中球粘着能を測定 し, 全血 で の 好中球
粘着能と比較 した .
3) 血 嫌, 血 清の 分離洗浄好中球粘着能 へ の 影響
健常者よ り採血 した ヘ パ リ ン 血 を3000 匝1転で10分間遠 心分離
器 に か け, 乏血 小板 血凍 を採取 した . ま た , 健常者よ り採血 し
た 全血 を試験管内で完全に 凝固 させ た後 , 血 清を 分離 した . 次
に , 健常者5例か ら採取 した好中球 を , P B S, 並び に こ れ らの
好中球を分離 した 同 一 者 の ヘ パ リ ン 血 よ り採取 した 乏血 小板 血
祭 , お よび 血 清中に 再浮遊 させ , 各 々37 ℃で の 僻置後60分に お
け る白血 球粘着率 を測定 し比較 した .
Ⅱ . 走査型電子顕微鏡 に よる 白血 球粘着の観察
ヘ パ リ ン 血 , お よ び好中球の P B S再浮遊液 を ガ ラ ス ビ ー ズ
管内に 注入 し, 37 ℃ で60分間貯置後 , 管内か ら取 り 出 した ガ ラ
ス ビ ー ズ を試料 と した . こ の 試料 を2.5% ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ
ド混合緩衝溶液(0.1 M カ マ ジ ル 酸 ナ ト リウ ム溶液 , PH7.4)(和
光) 中に入 れ , 1時間固定後, 同溶液を交換 し 一 晩 4 ℃ で冷蔵
保存する . 翌朝 , カ マ ジ ル 酸ナ ト リ ウ ム 緩衝溶液(和光)に 溶か
した 2%オ ス ミ ウ ム 酸(和光)で 1時間固定 し, 次 い で , エ チ ル
ア ル コ ー ル を35タ` , 50% , 70% , 80タ` , 95%, 100%と 濃度を 上
げな が ら , 各溶液 に10分間ずつ 侵 して 脱水し そ の 後酢酸イ ソ
ア ミ ル (和光)に20分間浸 して な じま せ る . 臨界点乾燥装置で試
料を乾煉 さ せ , 両 面テ ー プ で試料台に装着 させ , イ オ ン ス パ ッ
タ ー リ ン グ装置内で金を蒸着後 , 走査型電子顕微鏡に て 観察 し
た .
Ⅲ ･ 7 ラキドン 酸代謝阻害剤の緩 口 投与に よる 白血 球粘着能
およぴ TxA2産生能 , プ ロ ス タサ イ ク リ ン (pr o sta cycl-
in , PGI2) 濃度の 変化
Ⅰで の 結果 を疎ま え , 全血 に よ る測定方法で 白血 球粘着能測
定条件を血液 ヘ パ リ ン 渡度 10u/ml, 将置温度37 ℃, 僻置 時間
90分 , 洗い 出 し速度0.3r山/10秒 と設定 し, 以下 の 薬剤 を各 々 健
常者に 経 口投与 し, そ の 前後 の 白 血 球粘着能 の 変化 を検討 し
た . TxA2産生能 ほ t 採血 後 , 血 液を37 ℃で60分間僻置 し, 完全
に 試験管内凝固 させ た 後分離し た 血 清中の ト ロ ン ボ キ サ ン
B2(thr o mbox a n eB2, TxB2) 濃度を , ま た P GI2 濃度 ほ ! ク エ ン
酸 採 血 し た 血 祭中 の 6-ケ ト プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ Flα(6-
keto-PrOStagla ndin Flα, 6-keto-P G F.α) 濃度を , ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ に て測定 し指標 と した .
Ⅰ . ア ス ピリ ン に よ る影響
検査前10 日間, い か な る薬剤も服用 して い な い 健 常者1 0例
に , ア ス ピリ ン を 1 日 1 回 40m g を 2週間連日経 口 投与 し, そ
の 前後にお け る白血 球粘着能, TxA2産生能 , 血 紫 P GI2濃度 を
1週間毎 に 測定 し ,･変化を検討 した .
2 . TxA2 合成 阻害剤(C V-4151)による影響
同様 に 健常者 6例 に TxA2 合成阻害剤 で ある C V-4151(武田
薬乱 大阪)を 1 日 1回 1 00m g を 2週間連 日経 口 投与 し, 同項
目を測定検討 した .
3 . TxA2 受容体括抗剤 (A A-241 4) に よ る影響
同様 に 健常者 6例に , TxA2受容体括抗剤 で ある A A-241 4(武
田薬品)を 1 日 1回 20m g, 4 日間連日経 口投与 し, 同項 目を 測
定検討 した .
･Ⅳ . 試験管内に お ける ア ス ピ リ ンの 影響
以上 の ア ラ キ ド ン 酸代謝阻害剤が , 血 小板と 白血球 の い ずれ
の 代謝経路を阻害す る こ と に よ り白血 球粘着能 が変化す るの か
を調 べ るた め に , 以下の 検討を 行 っ た .
健常者よ り採血 した ヘ パ リ ン 血 (1 0u/ml) と 2-1) の 方法に よ
り得 られ た 同 一 者 の 好 中球 の P B S浮遊液に 各 々 ア ス ピ リ ン を
1 0m M 添加 し , 37 ℃ で30分脈置後 , 同様に 白血 球粘着能を測定
し比較 した .
Ⅴ . 統計処理
各群の 測定結果 は t 平均 ±標準偏差で表示 し, 統計学的分析
ほ Stude nt の t検 定を用 い , 両 側検定で 危険率1% 以下を有意
差あり と した .
成 績
Ⅰ . 白血 球粘着能の定量的測定方法
1 . 全血 に お け る白血球粘着能 の 検討
1) 肺置時間に よ る変化
血液 の ヘ パ リ ン 濃度 1 0u/ml, 貯置温度37 ℃, 洗 い 出 し速度
0.3ml/10秒の 条件下で の 白血 球粘着能の 測定で は , 貯置後10分
か ら有意の白血球粘着 が認 め ら れ , 6 0分 後 に ほ 粘着率40.3 士
4.2% , 90分後 に ほ粘着率40.7 ±4.2%と ほ ぼ 一 定 の 値 に 達 した
(図2).
2) ヘ パ リ ン 濃度 に よ る変化
ヘ パ リ ン 5u/血 で の 粘 着率 は34.0 士 7/0% , ヘ パ リ ン
1 0u/血 で ほ25.2 士4.0% , ヘ パ リ ン 50u/m王 で は2 0.5 土 4/
1%, ヘ パ リ ン 1 00u/mI で は13.8 士3.4%と , 検体 の ヘ パ リ ン
濃度依存的に , 白血 球粘着率ほ低値 を示 した (図 3).














Fig･2■ Tim e c o u rs e of le uko cyte adhere n c e of hepariniz ed
Whole blo od. Hepariniz ed (10 u/ml) whole blo od w as
Obtain edfrom n or m al do n or s, a nd inje cted into gla s sbe ads
COlu m n s･ A fterin c ubatio nforO to 90 min ute s(abs cis s a)
at 37℃, the c olum n s w er etre ated a s sho w nin･Fig.1, a nd
le uko cyte
'
ad he rence (% ad he re n c e o nthe o rdin ate).w as
dete rmin ed. (n = 15).
白血球粘着能の 定量的測定法と TxA2 の 影響 949
37℃ で の 粘着率35.8 ±8.4%に 比 し, 4 ℃ で は3.8±2.1% ,
23℃ で は17.8 士1.2%, 45 ℃で は5.1 ±3.8% と酵置温度匿 よ り,
白血球粘着率ほ有意に 低下(p< 0.01)を 示 した (図 4)･
4) 洗 い 出 し速度に よ る変化
生理的食塩水0.3 血 で の 洗い 出 し速度0.1ml/秒以下で ほ , 安
定 した 粘着率 が得 られ た (図5 ).
5) Ca
2 +濃度に よ る変化
E DT Aの 添 加に よ り血 液検体 の Ca
2+
を キ レ ー ト化 した と こ
ろ , 白血 球粘着率 ほ4.3 ±2.3% と 著明に 低下 (p<0.01) し た
(図6 A).
一 方 , Ca
2十
過 剰状態 で ほ , 添加 し た Ca
2 +濃 度 が



















T im e (min)
Fig.3. Effe ct of heparin added to blo od s a mple o nthe
le uko cyte ad her e n ce. W hole blo od w a sheparinized at
c o n c e ntr atio n of 5u/ml(○), 10u/ml(○), 50u/ml(▲),
a nd l OOu/ml (△). Le uko cyte adher e n c e(%) w as
deter min ed afterin c ubatio n of the colu m n sfor60min at
















T im e (min )
Fig.4. Effe ct of the in c ubatio n te mper atur e o nthe le uko-
cyte ad her e n c e. Hepariniz ed whole blo od inje cted in the
gla ssbe ads c olu m n s w a sin c ubated for 60 min at 37 ℃
(○), 23℃ (○), 4 ℃ (▲), a nd 45 ℃ (△)･ Le uko cyte
adher e n c e(%) w as determin ed a.s sho w n in･Fig･ 1,
















Tim e(W eek )
Fig. 5, Effe ct of spe ed of w ashing o ut with s aiin e o nthe
le uko cyte ad her e n c e. Hepariniz ed whole blo od in the
c olu m n s w a s washed o ut at a spe ed of(n = 5)0.3 ml/10
s e c, 0.3 ml/20se c, 0.3 ml/30s ec(◎), a nd O.3 ml/1 sec
(○). Le uko cyte adhere n c e(%) w asdete r min ed after
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Fig･6･ Effe ct of c alciu m ion o nthe leuko cyte adher e n c e･
(n = 7). A, T he leuko cyte ad her e n c e w asdetermin ed a s
sho w nin Fig. 1 for heparinized blo od sa mpLe in the
abs e n c e(○), O rin the pr es e n c e of O.37m M E D T A(○)･
B, Thele uko cyte ad her e n c ein the pre s e n c e of e x c e ssive
c alciu m ion. ･T hele ukocyte adher e n c e w a sdete rmin ed a s
sho w nin Fig.1. in the pr e se n ce of fllo wing calciurnio n
co n c e ntr atio n;O m g/dl(○), 4 mg/dl(○),8 m g/dl(▲),･･1 6
mg/dl(△), and 40mg/dl(闊)･ * p< 0･ 1
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6) NaF に よ る影響
NaF 無添加の 対照群の 粘着率 が40.2 ±3.5%で あ っ た の に 比
し , NaF 濃度 5m g/ml で は27.3 ±9.4% , 1 0m g/mlで は21.4 土
12.0% , 20m g/mi で は12.5士7.4%と 添加 した NaF 濃 度依存
性 に 白血 球粘着率 は低下 した ( 図7).
7) 各自血球分画の 粘着能
粘着 した 白血 球 の 絶対数で ほ好中球が優位 で あ っ た が , 各分
画白血球の 粘着率 を比較する と , 単球 (92.4±12.2%), 好中球
(64.8 士8. 6% ), 好酸球 (49.6 ±1 1.5% ), リ ン パ 球 (8. 2 ±
7. 4%)の 順を 示 した ( 図8). 以上 よ り , 本法の ガ ラ ス ビ ー ズ 管
を 用い た 粘着能 の 測定法 で は 一 基本的測定条件 と して 検体の ヘ
パ リ ン 濃度 1 0u/血 , 37 ℃で の 形置後60分な い し9 0分後 の 検体
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Fig. 7. Effe ct of s odiu m flu oride (NaF) on the le uko cyte
adher en ce. T he le uko cyte adher en c e w asdeter min ed as
sho w n in Fig.1, in the pre s e n c e of following NaF
c o n c e ntratio n; O m g/ml(◎), 5 mg/ml(○), 1 0 mg/ml
















F ig. 8. A dheren ce of each le uko cyte fra ctio n･ Spe cim e ns
W er epr ePared on the slides forheparinized whole blo od
w ashed o utfr o m the c olu m nbefor e a nd afte rin c ubatio n
for 60 min at 37 ℃. T he spe cim e n s w e re stain ed with
gie m s a a nd e stelas e, a nd sc a n n ed by 血ic ro s c op y to
dete r min ethe le ukocyte fr actio n. (n = 5). ◎, m O n O Cyte S;
○, gr a n ulo cyte s; ▲ , e O Sin o cytes; △ , 1ym pho cyte s.
谷
た .
2 . 分離洗浄好中球に お け る 白血球粘着能 の 検討
P B Sに 再浮遊 され た洗浄好中球は , 37 ℃で の 僻 置後数分 で
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F ig.9. A dher e n c e of is oIated a nd w a shed gr a n ulo cytesin
P B S. Gra n ulo cyte s w er e separ ated fr o mhepariniz ed whole
blo od obtain ed fro m he althy do n orsby c e ntrifugatio n
thr o ugh Fic olトHypaqu e s olutio n･ T heis olated gr a n ulocytes
w er e washed in P B S, a nd u sed a s the s a mples for
dete rmin atio n ofthe le ukocyte adher e n c e(%)a s sho w nin
















Fig. 10. Effe ct of s erum or pla s ma o n the ad her en c e of
is olated a nd w a shed gra n ulo cyte s. T he isolated a nd
W aShed gra n ulo cyte s prepar ed as sho w nin Fig. 9 w er e
mix ed with se ru m orpla s m a obtained fr o m the s a m e
do n or s, ?nd u s ed to deter min e the le uko cyte ad her e n
c e
(%) a s sho w nin Fig.1 a nd c o mpared to the s a mple･in
P B S. (n = 5).
白血球粘着能 の 定量的測定法 と TxA2 の 影響
8.2%と , ほ ぼ
一 定 の 粘着率を示 した(図9)･ 全血 で の60分階置
後の 好中球 の 粘着率(64･8 ±8･6%)に 比 し高値で あり , 血 小板
や血 中蛋白な どを除去 した 実験系 に お い ても , 有意な粘着能が
認め られ た ･ ま た , 洗浄好中球を分離 した 同
一 者の 乏血 小板血
乳 お よび 血 清中に 再浮遊 させ た 場合の 粘着率 は }
P B S再浮
遊に おけ る粘着率に 比 し有意 に 低値(p<0･01) を 示した が , 血
祭と 血清 の 間で は 有意な差は認め られ な か っ た ( 図10)･
Ⅱ . 走査型電子顕微鏡に よ る白血 球粘着の観察
全 血 を 用い た検討 で は t ガ ラ ス ビ
ー ズ表面上 に 白血 軋 血 小
臥 赤血球の 粘着 が認 め られ た が , 白血球 ほ血 小板や赤血球の
介在な し に 直接粘着 して い る こ と が 確認され た ■ 粘着 した白血
球の 中に は , 変形 して ガ ラ ス 表面上 に 伸展(spr e ading) して
い
るもの や 偽足状突起を出 して 粘着 し て い る像も認 め られ た (図
11). P B Sに 再浮遊 した 好中球の 粘着率は , 全血 に 比 し克進 し
て い た が , 電顕 に よ る観察でも同様 な所見が確認 され た ･
一 部
白血球が 凍集 して い る像も認め られ た が , 大部分ほ 単独に ガ ラ
ス ビ ー ズ面に 粘着 して い た ,
Fig･11･ Sc a n ni g ele ctr o nmic r ogr aphs of le uko cyte adher ed
to glass s u rfa c e･ T he gla ss be ads in c ubated with
hepariniz ed whole blo od for60 min at 37℃ in a c olu m n
w erepr epar ed for obs er v atio n by sc a n ning electro n
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Ⅲ . ア ラキ ドン酸代謝阻害剤の経 口 投与に よ る影響
1 . 白血球粘着能の 変化
1) ア ス ピ リ ン に よ る影響
ア ス ピ リ ン 1 日 40mg の 経 口 投与1週間後 の 白血 球粘着率 は
30.0±2.3%と , 投与前の39.2 ±4.0% に 比 べ 有 意 に 低下 (p<
0.01) し , 投与中は低値を維摩 した が , 投与中止 後 1週間 に は
39.8 土2.8% とほ ぼ投与前の 値 に 回 復 した (図1 2 A)･
2) TxA2 合成阻害剤 (C V-41 51) に よ る影響
c v-4151の 1日 1 00m g の 経 口投 与1週間後の 白血球粘着率
は24.1土8.5%と , 投与前 の34. 9 ±6.5% に 比 べ 有 意 に 低下 し
た . しか し 2週間後 で は個人個人 で 結果に ばら つ きが かプ , 低
下傾向が認め られ るもの の , 統計学的に は 有意差 は認め られ な
か っ た . 薬剤投与中止2週間後 に は 粘着率が34･0 土8･1% と ,
白血 球粘着能は 回復 を示 した (図 12 B)･
3) TxA2受容体抵抗剤 ( AA-241 4) に よ る 影響
A A-241 4 1 日 20mg の 経 口投与で は , 白血 球粘着能 は38･2 ±
10. 0%か ら2 4.0 士13. 7% と 有意 に 低下 (p< OtOl) し た (図
1 2C).
2 . TxA2 産生能 , P GI2 濃度 の 変化
1) ア ス ピ リ ン に よ る影響
TxA2産生能 を反映すると 考え られ る血 清中 TxB2濃度は , ア
ス ピ リ ン 経 口投 与に よ り著 明に 低下 し, 投与前 の 値を10 0%と
する と , 前値の 6 ～ 7%と 有意に 低下 (p< 0･001) した の に 対
し , P GI2濃度を 反映す ると考 え られ る血奨 6
+ketoTP G F･α の 濃
度は , 前値 の60～ 7 0%に と どま り , 統計学的に は有意差は認 め
られ な か っ た (図 13 A). 両 者と も英剤投与中止後 1週間で , 前
値 の 程度ま で 回復 した .
2) TxA2 合成阻害剤 (C Vr4151) に よ る影
C V-41 51の 投与 で も, TxB2 濃度は有意に 低下(p<0･001) し
た が , 投与前値 の20～ 30%の 低下で , ア ス ピ リ ン 1 日 40m g の
経 口 投与群に 比 し軽度で あ っ た . 6-keto-P G Fla 濃度 ほ 全体的
に は増加傾向を示 した が , 個 人個人 の 結果 に ば ら つ きが 大き
く , 統計学的な有意差は認め られ な か っ た ･ また , 薬剤投与1
週間後 に 比 し , 2週間後で は 6-keto,P G Ftα 濃度の 増加は 軽度
■ - C V-4 1 51 1 ∝)m iノd且y - 闊騨再 A A- 241 4 zOm〟d a y 幽
1 乞 3 1
Tim e ( }モ¢k) T 拍沌 (day)
Fig.1 2. Effe cts of inhibitor s of a ra chido nic a cidm etabolis m o nthe le uko cyte
adhe re n c e･ A ･ A lo w-do seof a spirin (40m g daily)
w as administe red to n or m alblo od do n or sfo rtw o w eeks(n = 10)･ T he blo od s a mples w er etake n befor e, Or afterthe start of
the ad ministr atio n as sho wn in theLfigur e(a
bscis s a)1 T he le uko cyte ad her e n c e w a sdeter min ed a s sho w nin Fig･1･ B･ A
TxA2 Syntheta s e
･ in hibtor(C V-4151) (100rng daily) w a s administe red to n or m al blood do n or sfor tw o w eeks as sho w
n in the
figure(n = 6). * p<0.05 C, A TxA2r e C ePtOr a ntagO nist(A A
-241 4) (40m g daily) w a s administer ed･･tO n Or m al blo od donor sfor
fo urdays assbow nin-thefigur e(n = 6)･ * p<0･01
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Fig. 13. Effe cts of inhibitors of ar achido nic acid m etabolis m o nthe s er u mle v el of TxB2 a nd the palsm a le v el of 6-keto-P G Flα･
A, A lo w-do se of a spirin (40mg d aily) w a s administer ed to n o r m al blo od do n orsfortw o w eeks (n = 10)▲ * p<0･001 T he blo od
s a mples w er etake n bfo re, Or afterthe start of the administratio n as sho w nin the figu re(abscis sa)･ T he se r u mle v el o壬
TxB2(●), a nd the pla s m alev el of 6-keto-P G Flα (○)w ere dete r min ed. B, A TxA2Syntheta s einhibitor(C V-41 51) (1 00mg

















Fig.14. Effe ct of a spirin ad ded in vitro o nthe leuko cyte
adher e n c e. A, Hepariniz ed whole blo od w a sin c ubated in
the abs e n c e(●)o rin the pr esen c eof lO mM a spirin (○)
for30 min at 37 ℃, a nd the ntreated fordeter min atio n of
leukocyte adhere n c e as sho w nin Fig. 1(n = 5). B, Is olated
and w ashed gra n ulo cyte in P B Sw a sin c ubated in the
abs e n c e(●)orin the pr e se n c e of lOm M a spirin (○)fo r
30min at37 ℃, a nd tr e atd fordete r min atio n of le uko cyte
ad her e n c e a s sho w nin Fig.1(n = 5).
で , 投与 中止 後 2週間 で は , 投 与前 の 値に 比べ 低下す る傾向が
認め られ た (図 13 B).
3) TxA2受容体捨抗剤(A A-241 4) に よ る影響
A A-2414の 1 日20m g の 経 口 投 与 に よ り , TxB2 濃 度 ,
6-keto-P G Flα 濃度 の 有意な変化は認められなか っ た .
Ⅳ . 試験管内における ア ス ピリ ン の影響
ア ス ピリ ン を全 血 に 添加 した 場合 , 好 中球粘着能は有意に低
下(p< 0.01) した の に 対 し , ‥好中球浮遊液に 添加 した場合 , 有
意な変化は認め られなか っ た て図14)∴
考 察
動脈硬化症や 血 栓症の 進展に お い て も, 単球や 好中球が重要
な作用 を有す る こ とが 明 らか に な り , 近年白血 球 の レ オ ロ ジ ー
も注目 を あびて い る . 動脈硬化に よ り引き起 こ され る最初の 形
態的変化ほ動脈内皮 の 損傷 で , 内皮の コ ラ ー ゲ ン , エ ラ ス チ ソ
線維, 微小 フ ィ プ リ ン , 線維芽細胞が 血 液に 露 呈 され る と , 血
中の 血 小板 , 白血 球 が粘着を起 こ し , 血 栓形成巣 を つ く る
7)と
考 え られ る . そ の 後 , 血 管壁や 血 小板の 他 , マ ク ロ フ ァ ー ジか
ら放出 され る 平滑筋細胞増殖因子が動脈硬化を進展 させ る
12) こ
とや , 好中球か ら放出さ れ る蛋白分解酵素や活性酵素 , ア ラ キ
ド ン 酸代謝産物 な どが , さ らに 血管 内皮障害を憎悪 させ る
3)l引こ
とも報告 され て い る . 血 液凝固学的に も , 白血 球 エ ラ ス タ ー セ
な どの 白血 球由来物質が凝固線溶 の 促進ある い は 抑制 に 関与し
て い る こ と
14} が 明らか に な り , 広範囲に 及ぶ 白血球 の 作用 が 改
め て 認識 され て い るが , こ こ で ほ 白血球粘着能 を中心 に , そ の
粘着調整因子 の 一 つ と考 え られ る ア ラ キ ド ン 酸 代謝産物 の う
ち , 掛 こ TxA2 と 白血 球粘着能 と の 関連 に つ い て 検討 した . ま
ず , 従 来の 血 小板粘着能測定用 の ガ ラ ス ビ ー ズ管 を用 い て , 新
た に 白血球粘着能 の 定量的測定方法を考案 し , 粘着能 に 影響を
及ばす種々 の 因子 に つ い て検討 した .
ヘ パ リ ン を加 え た全血 を用 い た 検討で は , 37 ℃ での 脚置 で経
時的 に 白血 球粘着率は増加 し, ほぼ60分で
一 定の 粘着率を示 し
たが , 添加 した ヘ パ リ ン の 濃度依存性 に 白血 球粘着率ほ低下 し
た . ヘ パ リ ン は t ア ン チ ト ロ ソ ビ ン Ⅲ の 抗凝固活性を促進す る
以外に , 補体系の カ ス ケ ー ドも阻害す る作用を有 し, 補体や免
疫複合体な どで 活性化 され た白血球 の 血管内皮 へ の 粘着を 抑制
する1
5) と い う報告もあるが , 反対に ヘ パ リ ン は ウ サ ギ の 貯中球
の 粘着能を先進 させ ∴ 試験管内で白血球減少 をきたすⅠ
6) と い う
白血球粘着能の 定量的測定法と TxA2 の 影響 953
報告もあり , そ の 詳細ほ 明らか で は な い ･ 今回 の 検討で は
ヘ パ
リ ン 濃度 が非常に 高濃度な ため , 血 液 の pH な どの 性状を 変化
させ た こ とが ∴直接白血球に 影響を与 えた 可 能性も考 え られ ,
今後の 検 討が必要 と思わ れ る ･
酵置温度の 検討 で は , 生体内と 同 じ37 ℃ での 粘着率が 4 ℃,
25 ℃に 比 し高値 を示 した こ と か ら, 白血 球 の 生物学的活性 が必
要である こ と が 示唆 され , また ･ 45 ℃で の 肺置 で の 粘着能 が低
下する こ とか ら , 白血 球の 膜蛋白の 性状が粘着能 に 関与 して い
る こ と が予想 され る . 最近 , 白血 球の 粘着に 関与 して い る膜蛋
白が解明され , こ れ まで に 白血 球細胞膜表面に 存在す る三 種類
の 粘着蛋白が発見 されて い る . モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 に よ る解析
で解明 さ れ た こ れ らの 蛋白分子 は リ ン パ 球機能関連抗原-1
(1ympho cyte fu n ctio n a ss o ciated antige nrl, L F A
-1)･ Ma c-1
(O K M-1, Mo-1), P1 50-95 とい わ れ る
lT】
･ こ れ らの 分子は い ずれ
も α , β鎖の 2本の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 り, β鎖ほ 全て に 共通
で あ る . ク ラ ス タ ー デ タ ー ミ ナ ン ト (clu ster determin a nt,
C D) 番 号で は , LF A-1a が C D lla, M ac-1a が C D 11 b･
p150-95a が C Dl lc と な り . 共通の β鎖 が C D(w)18 と呼称
され る . こ れ ら は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン , フ ォ ン ザ イ
ル ブ ラ ン ド因
子 , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ な どの 接着蛋白と同様 に ア ル ギ ニ ソ
ー ダ
リ シ ン ー ア ス パ ラ ギ ソ 酸配列を持つ イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ
ー に
属 して い る . L F A-1 は全て の 白血 球 に 発現 され , 細胞障害性 丁
細胞や ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細胞 の 標的細胞 へ の 接着や , 白血 球凝
集の 機能 を担 っ て い る . Ma c-1 は好 中球や単球に 発現され , リ
ン パ 球に 発現され な い の が特 徴 で , 好 中球 の 粘着 の 胤 遊走
鰭, 貧食能 , 凝集能 と い っ た畿能を 司 り , 補体(C 3bi)の 受容体
で もある と され て い る . P150-95も好中球や単球 の 胤 一 部 の
リ ン パ 球 に 発現され 仁 機能的 に ほ ほ ぼ Ma c-1 と 同様 と 言わ れ
てい る .
一 九 血 管内皮細胞に は これ らの リ ガ ソ ドと して 細胞内接着
分子-1(inter c ellula r ad he sio n m ole c ule-1,1C A M-1)や , 血 管内
皮白血球接着分子-1(e ndothelialle ukocyte ad he sio n m ole cule-1,
E L A M-1) と い っ た 糖 蛋白質 が発見 され て い る ･ ICAM-1 は
L F A-1 の リ ガ ソ ドで , ほ ぼ全 ての 組織の 細胞表面 に 正 常状態
でも分布 して い る
18)
. 内皮細胞 が エ ン ド ト キ シ ン や イ ン タ ー ロ
イ キ ン な どの 刺激 を 受け る と , IC A M-1 の 発現 の 増加 と と も
に , E L A M-1 が発現 し , これ らが 白血 球粘着能を克進 させ る と
考 え られ て い るIg).
臨床的に ほ 1 生下暗か ら反復す る重症細菌感染症をきたす好
中球機能不全症 の 病態を 示 す白血球粘着蛋白異常症(ア ン カ
ー
病)が報告 され て い る20). こ の 疾患 で は , 好中球系細胞の 血管壁
や組織 へ の 粘 着欠 掛 こ よ り , い わ ゆ る 好中球 の 組織内貯留
(m argin alpo ol)が 起 こ らな い た め に 末梢白血球数が異常高値を
示 し, 粘着の 他 , 遁走 , 貪食不 全も伴うが , い ずれ もそ の 膜蛋
白欠損が原因である こ と が 明らか に され てい る . 上記疾患患者
が動脈硬化や 血 栓症を併発す るか どうか は興味あ ると こ ろで あ
る が , 長期生存例 が乏 しい た め , そ の 評価 は困難と思われ る ･
白血 球粘着 に は t エ ネ ル ギ ー に 依存す る能動的なもの と , 非
依存的な受動的なもの が ある
21) と い わ れて い る . 我 々 の 検討で
は , 強力な 解糖糸阻害剤 である NaF の 添加 に よ り , 白 血 球粘
着率が著明に 抑制 され た こ とか ら , 白血 球粘着は解糖系 エ ネ ル
ギ ー に 依存 して い る部分が大き い こ と▲が 示 験 された . 基礎実験
の 段階で , 採血 後長時間放置 した 検体で は白血球粘着能 は低下
したが , こ れも エ ネ ル ギ ー 依存性 の 部分 が大きい 結果と考 え ら
れ る .
も うひ と つ , Ca
2十
が 白血 球粘着 に 不 可 欠で あ る こ と ほ ,
E D T Aの 添加に よ り血液検体の Ca
2+ を キ レ ー ト化 した 時に 白
血 球粘着率 が低下 した こ と に よ り 明 ら か で あ る が , 反 対 に
Ca
2十
過剰状態 でも粘着能は低下傾向を示 した ･ 生体内で は実験
系 で用 い た よう な高 カ ル シ ウ ム 濃度 を き たす こ と ほ な い が ,
Ca2+ が 白血 球粘着能の 恒常性を調整する
一 因子 で ある 可能性が
考 え られ た .
全血 を用 い た 検討 で の 各自血 球分画の 粘着能 の 比較で , 動脈
硬化や血 栓症の 進展 に 関与が大き い と され て い る 単軌 好中球
の 粘着能 が高い こ と ほ臨床的に も大変興味深い . こ の 実験系で
ほ 血 小板や赤血球の 血球成分の 胤 血嫌蛋白な どの 影響 が考え
られ るた め , ヘ パ リ ン 血 よ り好中球 の み を分離洗浄 し, P B Sに
再浮遊 させ て 粘着能を測定 した と こ ろ , 全血 で の 好中球粘着率
に 比 し有意に 高値 を示 した . こ の 結果よ り, 好 中球の 粘着に は
血 小板や血 難蛋白な どの 存在 ほ不 可 欠 で ほ な い と考 え られた ･
しか し, 分離洗浄 した好中球 を再 び乏血小板血紫や 血 清に 再浮
遊 した 時の 粘着率が リ ン 酸緩衝液 に 再浮遊 した場合 に 比 し有意
に 低値を 示 した こ と か ら , 血 費や 血清中に 白血 球粘着能を調節
し安定化 させ る何 らか の 物質が 含ま れ る こ とが 示 唆され る ･ こ
の うち血 柴蛋白が白血球粘着能 に 影響を及ぼすと い う報告
22)が
見受け られ , フ ィ ブ リ ノ ゲ ソ の 存在が 白血球粘着能の み な らず
凝集能 や赤血球 , 血 小板の 凝集能も克進さ せ る可能性が報告 さ
れ て い る
23)2小
.
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン は 生体内に 炎症 が起きた 時な ど
に 増加する急性期反応性蛋白の
一 つ で , 最近は そ の 血 中渡度 の
増加自体が独立 した血栓症 の 危険因子の
一 つ と 考え ら れ25), 単
球な どと結合 して凝固活性を克進 させ る 方向に 作用す る こ と が
報告 され て い る26). こ の こ と ほ , 血 栓中に 血 小板だ け で な く 多
数の 白血球が 含ま れ て い る こ と の 説明 と して , 単に 白血球 が血
栓中に 補足 され た もの で なく 1 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と ともに 血 栓形
成 に 能動的に 作用 して い ると 考え る と理 解 しやす い ･
血 小板や 血管内皮細胞 の 膜表面に 存在す る卿旨質か ら遊離 し
た ア ラ キ ド ン 酸ほ t 各種酵素を介 して 代謝され , 血 小板 で は 主
に TxA2 が , 血 管 内皮細胞 で は P GI2 が 産 生 さ れ る ･ こ の
TxA2 に は 強力な 血小板凝集作用並 び に 血管収縮作 用 が あ り ,
止 血 と い う作用 の 反面 , 血栓形成を促進さ せ る作用の ある こ と
が 知 られ て い る . 一 九 P GI2 に は血 小板凝集阻止作用 や 血管拡
張作用 と い う TxA2 と 相反す る作用 が あり , 生体 内で は生理 的
あるい は病的状態で 両者 の バ ラ ン ス が重要な 意義をもつ と考え
られ る . 糖尿病や 不安定狭心症 でほ , P GI2 に 対す る TxA2産生
の 比 が増加 して お り紺
28)
1
こ の バ ラ ン ス の 乱れ が 動脈硬化症や
血栓症の 病因や憎悪因子 の 一 つ で あ ると 考え られ て い る
2g)
t 白
血球 の う ち好中球で は t ア ラ キ ドン 酸か ら主 と して リ ポキ シ ゲ
ナ ー ゼ経路濫 よ り ロ イ コ ト リ ェ ン B2(1eukotrie n eB4, L T B4)や
5- ヒ ドロ キ シ ュ イ コ サ テ ト ラ エ ソ 酸(5-hydr o xyeic o s atetr a e n oic
a cid, 5-H E T E)が産生 される
3D}が , 微量 の TxA2や P GI2が産生
さ れ る こ と も報告 さ れ て い る
3q)
. 単 球 で は 5-H E T E, L T B4,
L T C4 の 他に サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 経路も発達 して るた め ,
TxA2産生が認め られ る
29}が , 後述す る TxA2の 白血球粘着能促
進作用を考 えあわ せ る と , 単球 が 白血 球の 中で 最も高 い 粘着能
を有する こ と に 関連が あるよ うに思わ れ る . ま た , 血 小板と白
血 球 の 相互作用 に よ り , 好 中球 が 血 小板 で の･12ホH E T E▲や
TxA2産生を阻欝l) した り, - 血 小板 の 存在下で好中球 の P GI2や
LTB｡ 産生が増肝g)した りす る ほか , 血 小板 で産生 された プ ロ
954
ス タ グ ラ ン ジ ソ H2(pr o stagla ndin H2, PGH2)や L T A4が 内皮細
胞 に 取 り込 まれ , P GI2や LTB｡ に 転換 される な ど, 各細 胞間を
ア ラ キ ド ン 酸 代謝産物 が自由 に 行き交 う ス チ ー ル (ste al) 現
象33〉 が 観察 され て い る . こ の ような ア ラ キ ド ン 酸代謝産物 の 細
胞間 で の 相互作用の 存在は , そ れ ぞれ の 代謝産物の 作用が多岐
多方面 に 渡 っ て い
-
る 事を示 し, 生体内で の 微妙な 恒常性の 維持
機構 ほ極め て 複雑なもの と想像 され る .
白血 球 と血 小板の 相互 作用 を白血 球粘着能 の 点か ら考 え る
と , 粘着 の 際 に 血 小板自体の 介在が 必 要で な い 審 を先 に 述 べ た
が , トP ン ビ ン 刺激を 受けた 血小板 に 選択的に 好中球や単球が
結合す る こ と
34〉 や , 血 小 板由来成長 因子 (platelet de riv ed
growth fa ctor, P D G F)に 好中球 , 単球 の 走化性克進作用 が 認め
られ る こ と
ユ5)か ら, な ん ら か の 刺激 で 血 小板 が悟性化 さ れ る
と , 血 小板自体も凝集 して血 栓形成 を進 め て 行く と同時 に , 白
血 球を 局所 に 遁走 さ せ て血 小板上 に 結合 させ , 血 小板 , 白血 球
か ら産生 され る ア ラ 車 ド ン 酸代謝産物の 刺激 に よ り さ ら に 粘着
凝集が促進され て 血 栓形成 を確実なもの に して 行く過程 が想像
される . 近年 卜 脳梗 塞や 心筋梗塞の 発症予防に 用 い られ る ア ス
ビ リ ゾ 岬 )ほ , 血 小板 の サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を 阻害 し, 流 血
中の 血 小板及び 一 部の 巨核球の TxA2産生を 不 可逆的に 阻害す
る こ と を利用 した もの で あ るが , 一 方血 管壁の サ イ ク ロ オ キ シ
ゲナ ー ゼも阻害す る こ とか ら , P GI2虔生も抑制 し , こ の 点で は
血 栓形成 の 方向に も作用す る可 能性 が考 え られ , こ れが い わ ゆ
る ア ス ピ リ ン ジ レ ン マ と呼 ばれ るもの で ある . 近年 , 血 管壁に
比 し , 血小板 の サ イ ク ロ オ キ シ ゲナ ー ゼ が ア ス ピ リ ン に よ り感
受性が高い こ と を利用 し, 1 日 20～ 100mg 程度の 少量 の ア ス
ピ リ ン 投与が 試み られ , 血 小板 の サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を選
択的 に阻害 し得る とい う報告 野 川 が な され て い る . また , もう
一 つ の ア ス ピ リ ン ジ レ ン マ の 打 開策 と して , TxA2合 成 阻害剤
(thro mbo x a n eA2 Synthetas einhibitor, TxSI)
41)
や TxA2 受容体
括抗剤(thr o mbo x a n eA2re C ePtOr a ntagO nist, TxR A)が 開発さ
れ , 現在様 々 の 分野で 臨床効果が検討 され て い る . 今回 我 々 の
試 み た ア ス ピ V ン 1 日 40m g, TxSI であ る C V-4151 1 日
1 00mg, TxR A である A A-241 4 1 日 20m g の 投与で ほ , い ず
れも白血球粘着能 は有意 に 低下を示 した . TxA2産 生能 は ▲ 前
二 者 の 投与で 著明な低下 を示 し, 一 方 PGI2 産生は ア ス ピ リ ン
投与 でほ 低下するもの の TxA2 産生能 の 低下に 比 し軽度で , 投
与前 の80% 程度に しか 抑制 され ず , 血 栓形成阻止 に 優位 な方向
へ の 作用が 期待 され た . TxSIで あ る C V-41 51の 投 与 で は ,
P GI2産 生 の 変 化 は個 人差 が大き い た め 有意差 は 認 め ら れ な
か っ た が , 全体的 に ほ 増加傾向が認 め られ た . こ れ は , 血 小板
の P G H2 か ら P G12 へ 転化され る量が 増加 した た め と考 え ら れ
る が , こ の こ とも血 栓予防 の 方向に作用す る可 能性が考え られ
る . 白血 球粘着能に ア ラ キ ド ン 酸代謝産物が影響す る との 報告
は あり , ア ラ キ ド ン 酸代謝阻害剤と して ア ス ピ リ ン や プ レ ド ニ
ゾ ロ ン の 経 口 投与42) や , 好中球浮遊液 へ の ア ス ピリ ン や イ ン ド
メ サ シ ソ の 添加に よ り , 白血球粘着能が低下す る
43)と い う報告
が な され て い るが , そ の 詳細 に つ い てほ さま ざま な見解 があり
未だ明ら.
か に な っ て い な い .
一 般 に ア ラキ ド ン酸代謝経路 の リ
ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ系で は L T B4
44)や L TC., L T D4
45)ほ 白血 球粘着能
を促進させ る と され , サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ系 で ほ , エ ン ド
トキ シ ソ 刺激に よ る好中球の T
■
xA2 産生が粘着能 を促進す る46)
とか ∫ P GI童が好 中球粘着能を押倒する 町 と い う報告も見受けら
れ る . 今回 の 我 々 の 検討セほ , ア ス ピ′ワッ , 1TxSI, TxR Aの 経
ロ投与 に よ り白血 球粘着能 が低下 した こ とか ら , 種 々 の ア ラ キ
ド ン 酸代謝産物の うち 少なく と も TxA2 に は白血 球粘着能を促
進させ る作用 の あ る こ と が 明 ら か と な っ た . ま た , 好中球 の
P B S浮遊液 に ア ス ピ リ ン を添加 して も粘着能 ほ 低下 せず , 全
血 に 添加 した 場合 に の み 粘着能が低下 した こ とか ら , 血 小板あ
るい は 血渠成分 の 存在下で の み ア ス ピリ ン が作用 す る こ とが 示
唆 され , 血小板 の ア ラ キ ド ン 酸代謝が白血球粘着能 に よ り強い
影響を与え て い る 可能性や , 血 小板 と白血 球の 相互作用, ある
い は血 液中の 蛋白な どの 何 らか の 因子が ア ラ キ ド ン 酸代謝の バ
ラ ン ス を 修飾 して い る可能性 が考 え られた .
以上 よ り , 白血 球は 単独で粘着能 を有す るもの の , 血 小板や
血梁蛋白な どと 複雑な相互作用 を 有 し, それ らが 密接に 白血球
粘着能 を調整 して い ると 思わ れ る. こ の う ち血 小板や白血球か
ら産生 され る ア ラ キ ド ン 酸代謝産物の 1 つ で ある TxA2 に 白血
球粘着能を克進 させ る作用の あ る こ と が 示 唆され た . また , 少
量 ア ス ピ リ ン . TxSI, TxR A などの ア ラ キ ド ン 酸代謝阻害剤の
投与は , 血 小板機能 の み な らず白血球粘着能を抑制する こ とに
よ り , 動脈 硬化や 血 栓症 の 進展 を阻止 し得る 可 能性 が 示 唆され
た .
結 論
ガ ラ ス ビ ー ズ 管を 用い た 白血 球粘着能 の 定量的測定法を考案
し, 各種条件下で の 白血 球粘着能の 変化 を測定 した . 次に 健常
者に 種 々 の ア ラ キ ドン 酸代謝阻害剤を経 口投与 し, そ の 白血球
粘着能 の 変化 に よ り , TxA2 の 白血 球粘着能 に 及 ぼ す影響を 検
討 した .
1 . 本法 の 健常者全 血 (ヘ パ リ ン 血)を 用 い た 白血球粘着率は
約60分で 一 定値 (40.7 ±3.4% )に 達 し , 各自血 球分画の 粘着率
は , 単球, 好中球 , 好酸球 , リ ン パ 球 の 順に 高値 を 示 した .
2 . 白血 球粘着に は , カ ル シ ウ ム イ オ ン や 解糖糸 エ ネ ル ギ ー
が必要 であ る こ とが 示 唆 され た .
3 . 分離洗浄好中球も , 全血 中の 好中球 と同様 に 粘着能を有
し, 白血 球粘着 に は 血 小板や 血凍蛋白な どが直接的 に は 不 可欠
で は な い こ とが 示 唆 され た . 走査型電子顕微鏡 に よ る観察に お
い ても , 好 中球が 直接 , ガ ラ ス 表面上 に 粘着 して い る こ と が確
認 され た .
4 . 分離洗浄好中球を , 再び 乏血 小板血祭 や 血清中に 浮遊さ
せ た 状態の 粘着率 は , P B Sに 浮遊 させ た 状態の 粘着率 よ り低
値を 示 す こ と か ら, 血祭や 血 清中 に 白血 球粘着能を調整す る因
子 が 存在する 可能性 が示唆され た .
5 . 健常者に 各 々 ▲ ア ス ピ リ ン を 1 日 40mg, TxA2 合成酵素
阻害剤(C V-41 51) を 1 日 1 00mg, TxA2 受容 体括抗剤 を 1 日
20m g 連 日投与 し , そ の 前後の 白血 球粘着率 の 変化を測定 した
と こ ろ , い ずれ の 薬剤投与後にも白血球粘着率は有意に低下し
た こ とか ら , TxA2 に は 白血 球粘着能 を克進 させ る作 用 の あ る
こ と が示 唆 され た .
6 . ア ス ピ リ ン 投与後 の TxA2 産生能 は著明に低下 した の に
対 し, P GI2産生能 の 低下 は軽度であ っ た . TxA2合成酵素阻害
剤の 投与で は , TxA2産生能は ア ス ピ リ ン 投与群に 比 し軽度 で
ほあ るが有意 に低下 した . PGI2塵生能は個体差が大きく , 全体
的に ほ 増加傾 向を 示 した . TxA2 受容体括抗剤 の 投与 で は よ
TxA2産生能 , P GI2産 生能 とも有意 な変化は認め られ なか っ た ･
7 . 本法ほ 試験管内で の 白血 球粘着能を定量的に測定する方
態 と･して ナ 簡易か つ 迅速 に 行え;･薬剤な ど の 白血球粘着能 へ の
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影響を調べ る 上 で も有用な方法 である こ とが 示 唆され た ･
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Abstract
A d hesio n of Le ukocytes to v asc ular e ndotheliu m playsimport an trOlesin the developm e nt ofatheloscler osi and/or
thro mbosis. Le uk∝ yte adheren ce w as assessed by a n o vel m ethod uslng a plastic tube c ontalnl ngfineglassbe ads, and
cha ngesin leukocyte adherenc e w er ex amined u nderv arious r e ac tion c o nditions･ 0･3 ml of heparimized blo od obtain ed
&om healthydon orswa sinjected intoglassbeadcolu mns and inc ubated at37℃･ T he blood in the c olum n W aS W aShed o ut
with0 3mlofs alin e ataf10W r a te Of .1 ml/sec. Num bers of leukcN:yteSW eredete rmin edin the wa shed- O u tnuid(B, the
le ukocytes n otadheredto the c olum n)and w ere c o mpar ed wi th thosein theblood applied to the c olum n(A)･ T he perC entage
of leukocyte adherence w as c alculated by theform ula,(A
-B)仏 × 100 %･ A d hesiv en ess ofeachleukocyte丘
･a C tion wa s st ud-
iedu sing gle m Sa and estelase stainings･ Leukocyte adheren ceincreas ed withtim e andreacheda plate aulevelafte
r60min -
ute s of inc ubation(40.7 士3.4 %). A d hesiv en ess ofe ach le uko cytefractio n w ashighin thefolo wingorder;m On ∝yte,gran u
-
10 Cyte, eO Sin ocyte and lympho cyte･ Leukocyte adhere nce w as suppressed by th
e additon ofcalciu m chelator orinhibitor of
glyc olysis, Whichsuggested thatcalciu mio n or en ergy 打o mglyc o
lysis w asnecess aryfbrle ukocyte adheren ce･ Gr anulocytes
w ashedinphosphate-bu蝕redsalin e(P BS)andwhichw ere separated &om heparinized bloodadheredat the s amelev el･indi
K
c ating thatleukocytedidn otrequlrePlateletorplasm ato adhereto aglass surfac e･ Sc an nlng ele ctron micrographysho
w ed
gr an ulocytes tobe spread andadheringdire cdyto aglass surfac ewithp
se udopods･ Leukocyte adher enced creasedsign掛
candyinheal dly V Olun te erS On administratio n ofaspirin(40 mg dai1y), thro mbox ane synthetaseinhibitor(TxSI)(CV
-4151,
100mgdaily) orthrombox an e reC ePtOr antagO nist(TxRA) (A A-2414, 20mgdaily)･ Conc entration of thro mbo xan eB2
(TxB2)in se n 皿, Whichreflectsprodu ction ofthro mbox an eA2(TxAJ m afkedly decreased･ Whe areS ChangeSin thele ve10f6
-
ke t o-pr O St aglandin Fl α (6-ket o-PGFl α), Whichrenectsproduction ofpr ostacyclin(PGIJ･ Wa S m Oderatefb1lowing the star t
ofaspln n lngeStion･ A fter theingestion of TxSI, PrOduction of TxA2 decreased too, bu tpr oduction of
PGIz tended to
incre ase. Fr o mtheseresults,it w as c oncluded thatdlis m ethod can assessin vitroleukocyte adhere nce easily andrq?idly,
and itw as suggested thatTxAzhas afunctionin thein cre ase ofle uko cyte adhere nce activity･
